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Evolucija TDP-43 in njegovih psevdogenov pri sesalcih 
Povzetek  
TDP-43 je RNA vezavni protein s številnimi pomembnimi funkcijami v vseh stopnjah 
procesiranja RNA. Pomembno vlogo igra tudi v patofiziologiji nekaterih 
nevrodegenerativnih bolezni, kot sta ALS in FTLD. Človeški gen, ki zapisuje za TDP-
43, se imenuje TARDBP. Sestavljen je iz šestih eksonov in vmesnih intronov, po 
procesiranju pa lahko dobimo 8 različnih mRNA, od katerih ena zapisuje za TDP-43. 
TARDBP je evolucijsko precej ohranjen, kar kaže na pomembno funkcijo proteina TDP-
43. Poleg gena TARDBP se v človeškem genomu nahaja še pet njegovih procesiranih 
psevdogenov. V diplomski nalogi smo proučili evolucijske odnose TDP-43 pri sesalcih. 
Evolucijsko drevo smo zgradili s pomočjo 66 zaporedij sesalskih ortologov mRNA TDP-
43, saj so proteinska zaporedja preveč podobna. Ugotovili smo, da evolucija TDP-43 v 
veliki meri sovpada s privzeto filogenijo vrst, z nekaterimi izjemami. Poleg tega smo 
raziskali, kdaj v evoluciji je prišlo do nastanka procesiranih psevdogenov 1, 2, 3 in 8. 
Ugotovili smo, da so vsi ti psevdogeni ohranjeni pri človeku podobnih opicah in opicah 
starega sveta. Za psevdogen 1 lahko z zanesljivostjo trdimo, da je ohranjen tudi pri opicah 
novega sveta. To zelo verjetno drži tudi za psevdogen 2, medtem ko so pri psevdogenih 
3 in 8 rezultati bolj nejasni.  
 
Ključne besede: TDP-43, filogenetska analiza, psevdogeni  
  
 
Evolution of Mammalian TDP-43 and its Pseudogenes 
Abstract 
TDP-43 is an RNA-binding protein involved in all stages of RNA processing. It also plays 
an important role in pathophysiology of some neurodegenerative diseases including ALS 
and FTLD. The human gene encoding TDP-43 is TARDBP. It consists of six exons and 
five introns. After processing, there are eight possible mRNA variants, one of which 
encodes for TDP-43. In addition to TARDBP, there are five processed TDP-43 
pseudogenes in human genome. We examined the phylogenetic relationships of 
mammalian TDP-43 orthologues. The evolutionary tree was based on mRNA sequences 
because protein sequences are too similar. We concluded that TDP-43 phylogeny is 
mostly analogous to the evolutionary relationships of mammalian species with a few 
exceptions. In addition, we also studied when the human TDP-43 pseudogenes 1, 2, 3 and 
8 emerged during evolution. We established that all these pseudogenes are present in Old 
world monkeys and Apes. Pseudogene 1 is also conserved in New world monkeys. The 
same is likely true for pseudogene 2, while analyses of pseudogene 3 and 8 give unclear 
information on the origin of these two pseudogenes.   
 
Keywords:  TDP-43, phylogenetic analysis, pseudogenes 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
3'-UTR 3'-neprevedena regija 
ALS  amiotrofična lateralna skleroza 
ATG7  z avtofagijo povezan protein 7 
CTD  C-končna domena 
DCTN1 gen za p150glued 
EGFR1 receptor za epidermalni rastni faktor 1 
ErbB4  receptorska protein-tirozin kinaza ErbB4 
fALS  dedna ALS 
FTLD  frontotemporalna lobarna degeneracija  
FUS  protein fused in sarcoma 
FUS  gen za protein fused in sarcoma 
GaroS  z glicinom, aromatskimi aminokislinami in serinom bogata regija 
hnRNP heterogeni jederni ribonukleoproteini 
HNRNPA1 gen za heterogeni jederni ribonukleoprotein A1 
LINE-1 dolgi razpršeni jedrni element 1 
miRNA mikro RNA 
NTD  N-končna domena 
OPTN  gen za protein optinevrin 
PAR  poli-ADP-riboza 
PFN1  gen za protein profilin 1 
RRM1 RNA-prepoznavna domena 1 
RRM2 RNA-prepoznavna domena 2 
sALS  sporadična ALS 
siRNA  mala interferenčna RNA 
SOD1  protein superoksid dismutaza 1 
SOD1  gen za SOD1 
SQSTM1 gen za protein sequestosome 1 
SUMO majhna ubikvitinu podobna molekula 
TARDBP gen za TDP-43 
TDP-43 TAR DNA-vezavni protein 
TFEB  transkripcijski faktor EB 
TNPO1 transportin 1 
VPC  gen za protein transitional endoplasmic reticulum ATPase 
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1 Uvod 
1.1 TDP-43 
TAR DNA-vezavni protein (TDP-43) je RNA-vezavni protein iz družine heterogenih 
jedrnih ribonukleoproteinov (hnRNP). Odkrit je bil kot modulator ekspresije gena HIV-
1, kasneje pa so mu znanstveniki pripisali še mnogo drugih funkcij. Dokazano sodeluje v 
praktično vseh vidikih metabolizma RNA, od regulacije alternativnega izrezovanja 
intronov do regulacije izražanja genov [1].  
TDP-43 se v normalnih fizioloških pogojih večinoma nahaja v jedru, v nižjih 
koncentracijah pa tudi v citoplazmi. Za nekatera patološka stanja, predvsem amiotrofično 
lateralno sklerozo (ALS) in frontotemporalno lobarno degeneracijo (FTLD), pa je 
značilno, da se koncentracija citoplazemskega TDP-43 poveča in protein tvori inkluzije 
v citoplazmi [1]. V inkluzijah se TDP-43 nahaja v hiperfosforilirani in poliubikvitinirani 
obliki, poleg proteina v celotni dolžini pa so v citoplazemskih agregatih prisotni tudi 
krajši fragmenti TDP-43[1–3].  
1.1.1 Struktura TDP-43 
Struktura TDP-43 je v osnovi podobna strukturi nekaterih drugih RNA-vezavnih 
proteinov. Vsebuje več zaporednih enot, ki delujejo dokaj neodvisno ena od druge (angl. 
beads-on-a-string). Urejeni N-končni domeni (NTD) sledi zanka z jedrnim 
lokalizacijskim signalom (NLS), nato dve RNA-prepoznavni domeni (RRM1 in RRM2) 
ter z glicinom bogata C-končna domena (CTD) (slika 1). Ker je 15-30 odstotkov strukture 
TDP-43 neurejene (predvsem v CTD), znanstvenikom še ni uspelo določiti strukture 
celotnega proteina. Vseeno pa so določene strukture nekaterih domen [1].  
 
Slika 1: Shematski prikaz strukture TDP-43. Protein je sestavljen iz N-končne domene, dveh RNA-prepoznavnih domen in z 
glicinom bogate C-končne domene. Na zanki, ki povezuje NTD in RRM1 se nahaja jedrni lokalizacijski signal.  
NTD sestoji iz šestih beta trakov in ene alfa vijačnice, ki se zvijejo v strukturo, podobno 
ubikvitinu (angl. beta-grasp). Na površini so večinoma izpostavljene nabite ali polarne 
aminokisline. NTD v fizioloških pogojih promovira tvorbo dimerov ali urejenih 
oligomerov TDP-43. Oligomerizacija, ki poteka prek NTD v smeri glava-rep [1, 4, 5], je 
reverzibilna in potrebna za aktivnost regulacije alternativnega izrezovanja intronov. Na 
zanki za alfa vijačnico je prisoten eden izmed treh predvidenih mitohondrijskih 
lokalizacijskih signalov [1].  
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Na zanki, ki povezuje NTD in RRM1, se nahaja pozitivno nabit jederni lokalizacijski 
signal (slika 1). Nanj se veže importin alfa, ki omogoča aktiven prenos v jedro [1, 6]. 
Zanka je gibljiva, zaradi te dinamične povezave med N-končno domeno in RNA-
prepoznavnima domenama pa ima protein tudi raznolike in natančno regulirane funkcije. 
NTD in zanka z jedrnim lokalizacijskim signalom bi lahko sodelovali tudi pri vezavi RNA 
[1].  
RRM1 se razteza od 106 do 177 aminokisline proteina, RRM2 pa od 192 do 259 
aminokisline. Obe domeni vsebujeta zaporedje RNP-1, ki je oktamerno, in zaporedje 
RNP-2, ki je heksamerno.  Ti sekvenci sta potrebni za vezavo na nukleinske kisline [1].  
Struktura obeh RNA-prepoznavnih domen je precej podobna – sestavlja ju pet beta 
trakov, ki tvorijo beta ploskev, nasproti nje pa se nahajata dve alfa vijačnici . Vezava na 
RNA in DNA poteka v smeri 5'-3', in sicer prek aromatskih in hidrofobnih aminokislin, 
ki se nahajajo na beta ploskvi [1, 7]. Za vezavo sta pomembna aminokislinska ostanka 
Arg151 v RRM1 in Asp247 v RRM2. Slednji ob vezavi na nukleinsko kislino tvori solni 
mostiček s prvim in na ta način stabilizira strukturo. Med obema RNA-prepoznavnima 
domenama je fleksibilna zanka, ki omogoča različne konformacije za vezavo na 
nukleinske kisline [1].  
CTD je večinoma neurejena, zato so določene le strukture nekaterih krajših delov celotne 
domene. Kljub večinski neurejenosti CTD tvori nekaj sekundarnih strukturnih elementov. 
Med drugim tvori dve z glicinom, aromatskimi aminokislinami in serinom bogati regiji 
(GaroS) ter amiloidogeno jedro, ki ga gradita hidrofobna regija in z glutaminom in 
asparaginom bogata regija. GaroS regiji naj bi sodelovali pri interakcijah v RNA-granulah 
in pri tvorbi hidrogela [1]. Hidrofobno regijo amiloidogenega jedra gradi motiv vijačnica-
zavoj-vijačnica, ob agregaciji pa ta regija privzame strukturo, večinsko zgrajeno iz beta 
ploskev [1, 8, 9]. Prav tako z asparaginom in glutaminom bogat del tvori agregate 
podobne amiloidom. CTD torej lahko tvori več raznolikih urejenih sekundarnih struktur, 
oblike teh struktur in  nagnjenost k agregaciji pa so v veliki meri odvisni od 
posttranslacijskih modifikacij in mutacij v tem delu [1]. Poleg vpletenosti CTD v 
agregacijo so nekateri raziskovalci pokazali, da je za ta proces pomembna tudi RRM2, ki 
prav tako vsebuje amiloidogena zaporedja [1, 10]. 
1.1.2 Funkcija TDP-43 
Kot že omenjeno, ima TDP-43 najrazličnejše fiziološke funkcije. V jedru se pojavlja na 
mestih z evkromatinom in aktivno transkripcijo. Raziskave kažejo na interakcijo TDP-43 
z več kot 6000 različnimi RNA [11, 12]. Protein ima veliko afiniteto za regije RNA, 
bogate z uracilom in gvaninom. Vezavna mesta za TDP-43 so večinoma v 3'-neprevedeni 
regiji (3'-UTR) pre-mRNA ali mRNA [11]. Med drugim interagira s 3'-UTR lastne RNA 
in vpliva na njeno stabilnost, na ta način pa regulira nivo koncentracije lastne mRNA 
[13]. Stabilnost različnih mRNA lahko v določenih primerih poveča, v določenih pa 
zmanjša [11]. Deluje tudi kot RNA-transportni protein. Veže se na različne mRNA, 
 3 
 
ribonukleoproteini pa se nato s pomočjo mikrotubulov transportirajo na oddaljene 
lokacije v celici [14]. Znanstveniki predpostavljajo, da pomembno vlogo igra tudi pri 
regulaciji translacije proteinov, saj so s pomočjo proteomike našli tudi vezavne partnerje, 
ki sodelujejo pri translaciji [11].  
Pomembna funkcija TDP-43 je tvorba stresnih granul. To so skupki nekaterih celičnih 
proteinov (predvsem RNA-vezavnih), mRNA, ki zastanejo v translaciji, in pre-
iniciacijskih kompleksov. Tvorba stresnih granul se je razvila kot mehanizem za zaščito 
omenjenih molekul pred različnimi oblikami stresa (oksidativni in toplotni stres, virusna 
infekcija ali stik z različnimi kemikalijami) [11]. Proces je reverzibilen [15], nastanejo pa 
do 5 mikrometrov veliki kompleksi, ki se po koncu stresa zopet raztopijo [11]. TDP-43 
se vgrajuje v stresne granule in v njih veže še druge proteine in RNA [16]. Poleg tega 
regulira tudi izražanje drugih proteinov, ki tvorijo stresne granule, na primer rasGAP SH3 
domain binding protein 1 (G3BP) in T-cell restricted intracellular antigen-1 (TIA-1) [11, 
17].  
TDP-43 sodeluje tudi pri procesiranju nekodirajočih RNA, kot je mikro RNA (miRNA). 
Dokazano interagira s proteinskima kompleksoma Drosha in Dicer, ki sodelujeta pri 
procesiranju miRNA. Z vezavo na jedrni kompleks Drosha in direktno vezavo na 
primarno miRNA ju TDP-43 približa in na ta način omogoči procesiranje pre-miRNA. 
Citoplazemski TDP-43 pa interagira s kompleksom Dicer in na podoben način pospešuje 
ta korak procesiranja miRNA [11, 18].  
1.1.3 Gen TARDBP 
Človeški gen za TDP-43 se imenuje TARDBP. Sestavljen je iz šestih eksonov in vmesnih 
intronov (slika 2). Gen se prepiše v mRNA molekulo, ki se lahko s pomočjo 
alternativnega izrezovanja intronov pri človeku preuredi v osem različnih variant, od teh 
pa ena kodira za TDP-43. Wang in sod. so v raziskavi pokazali veliko ohranjenost 
homologov TARDBP pri organizmih M. musculus, D. melanogaster in C. elegans. 
Največja ohranjenost je v regijah RRM, kar je dodaten pokazatelj funkcionalne 
pomembnosti tega dela [19]. 
Analiza razporeditve intronov in eksonov v prej omenjenih organizmih kaže na obstoj 
šestih intronov v predniškem genu za TDP-43, od katerih so se nekateri skozi čas pri 
določenih vrstah izgubili, drugi pa nastali na novo. Pri človeku sta se izgubila dva introna, 
nastal pa je en nov [19].  
Vsem sedmim mRNA, ki ne zapisujejo za TDP-43, je skupno, da pri alternativnem 
izrezovanju izgubijo z glicinom bogato regijo. Ta regija je ključna pri nekaterih funkcijah 
TDP-43, kot je regulacija izrezovanja intronov nekaterih genov (na primer introna E9 
gena CFTR) [19].  
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1.1.4 Psevdogeni  
Poleg samega gena TARDBP se v človeškem genomu nahaja še pet njegovih psevdogenov 
[19]. Psevdogeni so deli DNA, ki so nastali z duplikacijo določenega gena in zaradi 
različnih mutacij ne kodirajo proteina. Delimo jih na procesirane in neprocesirane 
psevdogene. Procesirani nastanejo z retrotranspozicijo starševskega gena. V njih običajno 
najdemo strukturne značilnosti, ki jih kažejo retrotranspozoni – ne vsebujejo intronov in 
5'-promotorske regije, vsebujejo pa 3'-poliadenilacijsko regijo in terminalne direktne 
ponovitve. Pri njihovem nastanku sodeluje RNA-polimeraza II in ne RNA-polimeraza 
III, ki sodeluje pri nastanku večine retrotranspozonov. Neprocesirani psevdogeni pa 
ohranjajo strukturo genov z introni in eksoni. Delimo jih na unitarne in duplicirane 
neprocesirane psevdogene. Prvi nastanejo direktno iz starševskega gena z določeno 
mutacijo, zaradi katere gen postane nefunkcionalen, pri drugih pa pride do duplikacije 
gena, dupliciran gen pa se kasneje inaktivira [20].  
Ocenjuje se, da je slaba polovica vseh človeških psevdogenov procesiranih [21]. V 
določenih primerih psevdogeni obdržijo zmožnost prepisovanja [21, 22]. Na ta način 
lahko igrajo vlogo tudi v regulaciji izražanja starševskega gena. Če regulacija izražanja 
starševskega gena deluje na nivoju mRNA, bo navidezno povečana koncentracija mRNA 
starševskega gena (zaradi prepisovanja psevdogena) z negativno povratno zanko 
povzročila zmanjšanje nivoja prepisovanja in na ta način koncentracije proteina, ki ga 
kodira starševski gen [22]. Druga možnost mehanizma regulacije je prek male 
interferenčne RNA (siRNA), ki nastane po obdelavi transkripta psevdogena s proteinom 
Dicer [22–24]. Lahko pa psevdogeni vplivajo tudi na stabilnost mRNA starševskega gena 
in sicer prek miRNA. Ta interagira predvsem s 3'-UTR regijo mRNA in na ta način 
prepreči vezavo nekaterim drugim molekulam (trans-delujočim proteinom), ki se vežejo 
na mRNA in povečajo njeno stabilnost. Tako se stabilnost mRNA zmanjša, zato se hitreje 
razgradi [22].  
Ker psevdogeni ne kodirajo proteinov oziroma v mnogih primerih nimajo nobene znane 
funkcije, so v veliko manjši meri podvrženi selekcijskemu pritisku. Zato se mutacije v 
psevdogenih nabirajo hitreje kot v kodirajočih genih. Genska duplikacija je gonilna sila 
evolucije, saj en gen v paru ohrani funkcijo, drug pa lahko zaradi manjšega selekcijskega 
pritiska hitreje akumulira mutacije in razvije nove funkcije, oziroma funkcijo izgubi. V 
primeru psevdogenov en gen v dupliciranem paru zaradi mutacij, ki jih akumulira 
linerano s časom, izgubi funkcijo kodiranja proteina, lahko pa pridobi nove regulatorne 
funkcije. Psevdogeni predstavljajo pomembno orodje v raziskovanju evolucije genoma 
[20].    
Človeški psevdogeni gena TARDBP se nahajajo na kromosomih 2, 6, 8, 13 in 20. To so 
procesirani psevdogeni, ki se med seboj precej razlikujejo (slika 2). Psevdogen na 
kromosomu 2 (v zbirki NCBI Nucleotide označen kot psevdogen 3) ne vsebuje eksona 4 
TARDBP. Psevdogenu na kromosomu 6 manjka del eksona 6, v 3'-UTR pa je vgrajena 
 5 
 
ponovitev THE1. Repetitivna zaporedja so prisotna tudi v psevdogenih na kromosomih 8 
(v nadaljevanju psevdogen 8) in 13 (v zbirki NCBI Nucleotide označen kot psevdogen 
2). V psevdogenu 8 se nahajata dve ponovitvi Alu v 3'-UTR regiji ter ponovitev LINE-1 
v regiji, ki izvira iz eksona 6. Podobna ponovitev LINE-1 se nahaja tudi v psevdogenu 2 
v regiji, ki izvira iz eksona 6, v isti regiji pa se nahaja tudi ena ponovitev Alu. Psevdogen 
na kromosomu 20 (v podatkovni zbirki NCBI Nucleotide označen kot psevdogen 1) 
vsebuje vse eksone matičnega gena in ne vsebuje nobenih insercij repetitivnih sekvenc 
[19].  
V isti raziskavi, kjer so poiskali človeške psevdogene, so poiskali tudi psevdogene pri 
miši. Ugotovili so, da sta ohranjena vsaj 2 psevdogena in sicer na kromosomih 2 in 3. 
Psevdogen na kromosomu 2 ne vsebuje eksona 1 in dela 3'-UTR regije, psevdogen na 
kromosomu 3 pa vsebuje samo ekson 6 s celotno 3'-UTR regijo, medtem ko ostali eksoni 
niso ohranjeni [19].  
 
Slika 2: Shematski prikaz strukture človeškega gena TARDBP in psevdogenov TDP-43. Psevdogeni so označeni s številko 
človeškega kromosoma, na katerem se nahajajo. Na kromosomu 2 se nahaja psevdogen 3, na kromosomu 13 psevdogen 2, na 
kromosomu 20 pa psevdogen 1. Psevdogena na kromosomih 6 in 8 v podatkivni zbirki NCBI Nucleotide nista anotirana. Na psevdogen 
na kromosomu 8 se v nadaljevanju nanašam kot psevdogen 8.  
1.2 Amiotrofična lateralna skleroza 
TDP-43 je s stališča raziskovanja zanimiv predvsem zaradi vpletenosti v nekatere 
nevrodegenerativne bolezni, kot sta ALS in FTLD. Tako smo najprej nameravali raziskati 
njegovo funkcijo v teh boleznih, vendar smo se zaradi spremenjenih pogojev in 
nezmožnosti eksperimentalnega dela preusmerili v evolucijske raziskave. V nadaljevanju 
bom zaradi medicinske pomembnosti vseeno predstavil ALS in vpletenost TDP-43 v 
patofiziologijo te bolezni.  
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1.2.1 Splošno 
Amiotrofična lateralna skleroza je nevrodegenerativna bolezen, za katero je značilna 
progresivna degeneracija motoričnih nevronov v možganih in hrbtenjači [25]. Povprečna 
starost nastopa bolezni je 58 let v kliničnih populacijskih študijah in 64 let v populacijskih 
študijah [26]. Smrt običajno nastopi po 2-3 letih od diagnoze. Bolezen delimo v dedno 
ALS (fALS), ki je odgovorna za 10 % vseh primerov, in sporadično ALS (sALS), kjer ni 
družinske zgodovine bolezni in se pojavi pri 90 % bolnikov [27]. fALS se povprečno 
pojavi pet let prej kot sALS, kar je posledica mendelskih genetskih variant [26].  
Znanstveniki so odkrili že več kot 130 genov, v katerih se nahajajo mutacije, odgovorne 
za 12-23 % fALS [28]. Prvi gen, povezan s fALS, je bil odkrit leta 1993: gen SOD1, ki 
nosi zapis za superoksid dismutazo 1 [29]. Do danes so odkrili več kot 170 mutacij 
povezanih z ALS, ki ležijo v praktično vseh regijah 153 aminokislin dolgega proteina 
[25]. Do leta 2008 ni bil odkrit noben drug gen, povezan z ALS, nato pa je sledilo odkritje 
mutacij v TARDBP [30], in kasneje še v genih FUS [31], C9orf72 [32] in drugih. Mutacije 
so odgovorne tudi za manjši del sALS. 1-3 % sporadičnih primerov ima 
drugačnosmiselno (angl. missense) mutacijo v SOD1, okrog 5 % ima okvarjen gen 
C9orf72, prisotne pa so tudi mutacije v TARDBP, FUS, HNRNPA1, SQSTM1, VCP, 
OPTN in PFN1. Večinoma so v ALS vpletene dominantne drugačnosmiselne mutacije, v 
genu C9orf72 pa se pojavi heksanukleotidna ekspanzija [25]. Med nekaterimi mutacijami 
in fenotipom obstaja jasna povezava. Primer je dominantna drugačnosmiselna mutacija 
Ala4Val v superoksid dismutazi 1, ki je povezana s hitrim napredovanjem bolezni. 
Recesivna mutacija Asp90Ala v istem proteinu pa se običajno kaže s počasnejšim 
napredovanjem bolezni [33]. 
Patološka značilnosti ALS je degeneracija motoričnega korteksa in motoričnih nevronov 
v možganih, jedru možganskega debla, in anteriornih rogovih hrbtenjače. Po degeneraciji 
spinalnih motoričnih nevronov pride do atrofije njihovih tarčnih mišic. Nevroni se skrčijo 
in začnejo kopičiti proteinske agregate, ki jih s skupnim imenom imenujemo inkluzije 
[25]. V 97 % primerov je v inkluzijah prisoten TDP-43, večinoma divji tip proteina. V 
primerih mutacij v SOD1 ali FUS je v inkluzijah prisoten eden izmed teh dveh proteinov 
[25, 33]. Nekatere druge patološke značilnosti so povezane z okvarami specifičnih genov 
[25]. 
1.2.2 Patofiziologija ALS 
Patogeni mehanizmi ALS so zelo raznoliki. Lahko pride do okvare transporta endosomov 
in receptorjev, okvare avtofagije, transporta po aksonih, jedrno-citoplazemskega 
transporta, transporta med endoplazemskim retikulumom in Golgijevim aparatom, 
disfunkcije mitohondrija, okvare metabolizma RNA, oksidativni stres itd. [25, 34]. 
Moten transport endosomov je lahko posledica mutacij v proteinu C9orf72, ki se sicer 
veže na številne proteine iz družine Rab, ki sodelujejo pri tvorbi in transportu veziklov 
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ter fuziji membran [34, 35]. Posledično se tudi receptorji ne reciklirajo prek endosomov, 
zato se lahko na membranah akumulirajo različni receptorji, na primer glutamatni, kar 
vodi v hiperekscitabilnost in celično smrt [34]. 
Avtofagija je poleg proteasomske razgradnje ključen proces pri razgrajevanju napačno 
zvitih proteinov in okvare avtofagije bi lahko v veliki meri pripomogle k tvorbi 
proteinskih agregatov v nevrodegenerativnih boleznih. Pri nastanku avtofagosoma 
sodelujejo proteini ATG; nekateri izmed njih interagirajo s SOD1, drugi pa s TDP-43 [11, 
34]. Pri pacientih z mutacijo v genu SOD1 so znanstveniki opazili tudi zmanjšano 
izražanje transkripcijskega faktorja EB (TFEB) in ene izmed njegovih glavnih tarč, 
proteina Beclin-1 (BECN1). Slednji je pomemben pri iniciaciji avtofagije. Poleg okvar v 
avtofagiji SOD1-ALS primeri kažejo tudi okvaro mitohondrijske razgradnje preko 
mitofagije [36].  
Transport organelov in proteinov je pomemben za vse sesalske celice, zaradi polarizirane 
zgradbe pa še posebej za nevrone. Večina proteinov se sintetizira v celičnem telesu, 
pretovoriti pa se morajo na konce aksonov. Transport poteka prek mikrotubulov s 
pomočjo motoričnih proteinov, kot so dineini in kinezini [37]. Funkcijo dineina 1 nadzira 
dinaktin, ki je sestavljen iz p150glued in drugih proteinov. V nekaterih primerih fALS in 
sALS so prisotne mutacije v genu DCTN1, ki kodira za p150glued, kar vpliva na vezavo na 
mikrotubule. Poleg tega tudi mutacije v FUS in TDP-43 vplivajo na izražanje histon 
deacetilaze tipa IIb, ki z acetilacijo alfa tubulina vpliva na sestavljanje mikrotubulov [34].  
Pri številnih oblikah ALS in drugih nevrodegenerativnih boleznih je okvarjen jedrno-
citoplazemski transport. Mutacije v genih, povezanih z ALS, povzročijo citoplazemsko 
akumulacijo in nastanek inkluzij produktov teh genov ter drugih faktorjev [27]. Različne 
raziskave so pokazale pomembnost okvar jedrnega transporta TDP-43 in FUS v ALS, pa 
tudi vpletenost mutacij C9orf72 v ta proces. Pri FUS je pogosta mutacija v jedrnem 
lokalizacijskem signalu, zato se protein ne veže na jedrni transporter transportin 1 
(TNPO1) in se kopiči v citoplazmi [38].  
1.2.3 Vloga TDP-43 v ALS 
Zaradi že omenjenih za ALS patološko značilnih inkluzij, bogatih s TDP-43, znanstveniki 
že dolgo raziskujejo njegovo vlogo v mehanizmu nastanka bolezni. Odkrite so bile 
številne mutacije v proteinu, najpogosteje v eksonu 6. Mutacije v CTD povečajo 
zmožnost agregacije [39]. Zaradi vpletenosti TDP-43 v nastanek stresnih granul mutacije 
lahko vplivajo tudi na njihovo tvorbo in dinamiko [11], posledica česar bi lahko bil 
nastanek inkluzij. Mutacije v TDP-43 so sicer prisotne le v 1-5 % ALS [38]. Na 
sposobnost TDP-43, da tvori agregate, lahko vplivajo tudi posttranslacijske modifikacije, 
na primer povečana stopnja oksidacije cisteinskih ostankov zaradi oksidativnega stresa. 
Poleg povečane oksidacije se v ALS pojavlja še spremenjena stopnja fosforilacije, 
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ubikvitinacije, vezave majhne ubikvitinu podobne molekule (SUMOilacija) ter vezave 
poli-ADP-riboze (PARailacija) [1].   
Verjetno pomembno vlogo pri citoplazemskem kopičenju TDP-43 igrajo tudi okvare v 
jedrno-citoplazemskem transportu [40]. Ker v večini primerov ni prisotna mutacija v NLS 
TDP-43, okvare transporta še niso povsem razložene. TDP-43 vpliva na izražanje 
nekaterih proteinov, udeleženih v jedrni transport [41, 42], zato bi lahko začetno 
zmanjšanje jedrne koncentracije proteina vodilo v pozitivno povratno zanko izgube 
jedrnega TDP-43 [38].  
Topen TDP-43 se večinoma razgrajuje z ubikvitin-proteasomskim sistemom, medtem ko 
je za razgradnjo agregatov odgovorna avtofagija [43]. TDP-43 regulira avtofagijo, saj se 
veže na mRNA za avtofagijo ključnega proteina ATG7 (autophagy related 7) in jo 
stabilizira. Nekatere mutacije v TDP-43 onemogočijo to vezavo [44]. Poleg tega TDP-43 
vpliva tudi na lokalizacijo transkripcijskega faktorja EB (TFEB), ki je pomemben za 
izražanje različnih proteinov, udeleženih v avtofagijo [36].  
TDP-43 je povezan tudi z okvaro transporta receptorjev na membrano z endosomi. 
Utišanje TDP-43 povzroči znižano površinsko izražanje nekaterih proteinov, na primer 
EGFR1 in ErbB4 [34].  
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2 Namen dela 
Namen diplomskega dela je bil raziskati evolucijske odnose sesalskih ortologov TDP-43 
ter ugotoviti, kdaj so nastali njegovi procesirani psevdogeni, ki jih najdemo pri človeku. 
Zbrali smo 66 zaporedij mRNA sesalskih ortologov TDP-43 in s pomočjo spletnega 
orodja Phylogeny.fr predstavili njihovo evolucijo. Poleg tega smo hoteli poiskati sesalske 
ortologe posameznih človeških psevdogenov TDP-43 in ugotoviti njihov izvor. Na ta 
način smo želeli oceniti ohranjenost človeških psevdogenov TDP-43 v družinah sesalcev 
in časovno umestiti njihov nastanek v evolucijo.  
Hipoteze: 
• Evolucijski odnosi sesalskih ortologov TDP-43 se skladajo z evolucijo vrst pri 
sesalcih. 
• Človeški psevdogeni TDP-43 so nastali po evolucijski ločitvi primatov od ostalih 
sesalcev. 
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3 Metode 
3.1 Iskanje ortologov TDP-43 pri sesalcih v podatkovnih zbirkah 
Zaporedja sesalskih ortologov mRNA TDP-43 smo poiskali v bazi NCBI Nucleotide [45]. 
Izbrali smo 66 mRNA zaporedji iz vseh večjih redov višjih sesalcev, poleg tega pa tudi 
iz nekaterih vrečarjev ter zaporedje iz kljunaša, ki spada med stokovce.  
3.2 Iskanje ortologov človeških psevdogenov TDP-43 pri sesalcih v 
podatkovnih zbirkah 
Človeške psevdogene TDP-43 smo poiskali v bazi NCBI Nucleotide [45], kjer so bili 
označeni trije – psevdogen 1 na kromosomu 20, psevdogen 2 na kromosomu 13 in 
psevdogen 3 na kromosomu 2. Medtem ko sta zaporedji za psevdogen 1 in psevdogen 3 
celi, zaporedje psevdogena 2 ni popolno, saj mu manjka velik del 3'-končne regije 
psevdogena. Zato smo s človeško mRNA s programom Blast (blastn) poiskali celotno 
zaporedje psevdogena 2, ki smo ga nato uporabili za iskanje sesalskih ortologov človeških 
psevdogenov TDP-43. Za začetek sekvence smo uporabili isto mesto kot je določeno v 
zbirki NCBI Nucleotide, čeprav se prva 102 nukleotida ne poravnata s človeško mRNA 
TDP-43. Verjetno gre za sosednji del DNA, kamor se je z retrotranspozcijo vstavil 
psevdogen 2. Za vključitev tega dela v sekvenco psevdogena 2 smo se odločili, ker je bila 
pri iskanju sesalskih ortologov prav poravnava teh 102 baznih parov značilna za ortologe 
psevdogena 2. Podobno je pri psevdogenu 1, kjer je prvih 101 baznih parov sekvence 
psevdogena 1 iz zbirke Nucleotide slabo poravnanih oziroma neporavnanih z mRNA 
TDP-43, ter pri psevdogenu 3, kjer je v prvih 124 baznih parih slaba identičnost s 
človeško mRNA TDP-43. Ti začetki zaporedij psevdogenov so dali pri iskanju ortologov 
informacijo o tem, ali je psevdogen vključen v identično mesto v genomu, s čimer so 
potrdili izvor psevdogenov v nekaterih vrstah. V neposredni bližini človeških 
psevdogenov TDP-43 sicer ni nobenega anotiranega gena, tako da gre v primeru teh 
sekvenc verjetno za nekodirajočo regijo DNA. S človeško mRNA smo s pomočjo 
programa Blast poiskali še človeški psevdogen na kromosomu 8 (psevdogen 8).  
Sesalske ortologe človeških psevdogenov smo poiskal s programom Blast. Uporabili smo 
program blastn, ki poišče tudi manj podobna zaporedja. Iskali smo po bazi referenčnih 
sekvenc (RefSeq Genome), kjer so zbrane neredundantne sekvence iz različnih 
organizmov. Pri organizmih, ki niso bili dostopni v tej zbirki, smo iskali po zbirki WGS 
(whole genome shotgun) zaporedij iz posameznih organizmov. Kot poizvedbo (angl. 
query) smo uporabili človeške psevdogene ter zbrali najboljše zadetke pri posameznih 
psevdogenih. Pri tem smo bili pozorni, da zadetek ni bil anotiran kot ortolog gena 
TARDBP. Zadetke smo označili z imenom organizma, iz katerega izhajajo, ter oznako 
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psevdogena, kateremu so najbolj homologni. Če je bil najboljši zadetek ob iskanju z 
različnimi človeškimi psevdogeni isti, smo te zadetke označili s številskim zaporedjem, 
ki simbolizira vrstni red kvalitete poravnave teh zadetkov s človeškimi psevdogeni.  
Primer: pri iskanju po organizmu Mus musculus s človeškim psevdogenom 1, kot tudi s 
psevdogeni 2, 3 in 8, smo dobili isti zadetek. Zadetke smo tako označili z imenom 
Mus_musculus_psevdogen_2831, saj je bila poravnava s človeškim psevdogenom 2 
najboljša, sledile pa so poravnave s psevdogeni 8, 3 in 1.  
3.3 Filogenetske analize ortologov in psevdogenov TDP-43 
V osnovi smo za filogenetske analize uporabljali spletno stran Phylogeny.fr [46], na kateri 
so dostopne povezave do spletnih orodji za poravnave sekvenc in oblikovanje 
filogenetskih dreves. Za poravnavo zaporedij smo uporabili spletni program Muscle, [47–
49]. Drevo smo ustvarili s programom PhyML [50–52] ter oblikovali s programom iTOL 
[53, 54]. Slednji ni dostopen na strani Phylogeny.fr. Za statistični test verjetnosti 
filogenetskih vej smo uporabili test približne verjetnosti in razmerja (angl. Aproximate 
Likelihood-Ratio Test). Pri oblikovanju drevesa smo v korenino postavili filogenetsko 
najbolj oddaljen organizem, kljunaša, nato pa z barvami označili posamezne filogenetske 
skupine ter dodali izpisane vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap), ki 
ovrednoti, kako zanesljivo je vozlišče [55].   
Z istimi programi smo oblikovali poravnave in drevesa ortologov posameznih človeških 
psevdogenov. Vsako izmed teh štirih dreves vsebuje le sesalske homologe enega 
človeškega psevdogena. Kot zunanjo skupino (angl. outgroup) smo v vseh primerih 
uporabili filogenetsko najbolj oddaljen uporabljeno vrsto, torej Mus musculus.  
Oblikovali smo še poravnavo in drevo možnih ortologov vseh človeških psevdogenov. 
Pri zadetkih, ki so bili isti pri iskanju z različnimi človeškimi psevdogenih po genomu 
določenega organiza, smo uporabili le poravnavo s tistim psevdogenom, ki je bila 
najboljša. Torej smo v primeru organizma Mus musculus v skupnem drevesu uporabili le 
poravnavo s človeškim psevdogenom 2. Tudi v tem drevesu smo kot zunanjo skupino 
uporabili zaporedje iz vrste Mus musculus.  
3.4 Določanje repetitivnih zaporedij 
Za analizo prisotnosti repetitivnih sekvenc v psevdogenih smo uporabili program in bazo 
podatkov Dfam [56, 57].  
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Evolucijski odnosi TDP-43 pri sesalcih 
Evolucija proteina TDP-43 se večinoma sklada s filogenijo vrst, kot je razvidno iz drevesa 
sesalskih ortologov človeške mRNA TDP-43 (slika 3). V korenino drevesa je postavljen 
kljunaš, ki spada v prvo izmed treh vej sesalcev – med stokovce. Nato se v prvem vozlišču 
drevesa razcepita ostali veji sesalcev – vrečarji na eni strani in višji sesalci na drugi. 
Razporeditev TDP-43 pri organizmih v skupini vrečarjev se tudi popolnoma sklada s 
privzeto filogenijo vrst [58, 59].  
Tudi med višjimi sesalci se razporeditev organizmov večinoma ujema s filogenetskimi 
odnosi vrst. Najprej se v drevesu odcepita nadred Xenarthra, v katerega so uvrščene 
živali, ki izvirajo iz Severne, Srednje in Južne Amerike, ter nadred Afrotheria, ki zajema 
živali z afriškim izvorom na drugi. Tudi v tej skupini se filogenija v mojem drevesu 
popolnoma ujema s privzeto filogenijo vrst v tem nadredu [60–62]. 
Po filogenetski ločitvi teh dveh nadredov pride pri ostalih višjih sesalcih do cepitve na 
dve večji monofiletski skupini – Euarchontoglires in Laurasiatheria. V drevesu sesalskih 
ortologov mRNA TDP-43 se razporeditev organizmov v veji Euarchontoglires bistveno 
ne razlikuje od privzete  filogenije vrst [62].  Opaznejša razlika je le hitrejša odcepitev 
Galeopterus variegatus in Tupaia chinensis, ki sodita med tupaje in leteče lemurje, 
medtem ko se glodalci odcepijo od primatov za tema dvema skupinama. To kaže na večjo 
podobnost glodalske in primatske mRNA TDP-43. Posledično bi lahko tudi sklepali na 
ohranitev nekaterih za Euarchontoglires specifičnih funkcij TDP-43 pri glodalcih in 
primatih, medtem ko bi se lahko pri tupajah in letečih lemurjih te funkcije izgubile. Lahko 
gre za dejanske funkcije proteina ali pa funkcije nekaterih regulatornih delov v  njegovi 
mRNA (na primer v 3'-UTR regiji).  
Ostale razlike od privzete filogenije primatov so majhne. Pravilna je ločitev na skupine 
nartničarjev, lemurjev, opic starega sveta, opic novega sveta in človeku podobnih opic. 
Znotraj opic starega sveta pride do minimalnih odstopanj od filogenije vrst, vendar precej 
teh cepitev zaradi nekoliko nižjih vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. 
bootstrap) ne moremo vrednotiti kot zanesljive. V literaturi je navedeno, da vrednosti 
pristopa ponovnega vzorčenja nad 0,7 kažejo na kar zanesljivo filogenetsko razporeditev 
[63]. Do nezanesljivih cepitev lahko pride zaradi insercij in delecij v zaporedjih, kar lahko 
spremeni poravnavo. Odstopanja sicer opazimo po medsebojni ločitvi poddružin 
Colobinae in Cercopithecinae, še pred ločitvijo pa pride do odcepitve vrste Mandrillus 
leucophaeus, ki bi morala biti glede na privzeto filogenijo vrst postavljena v poddružino  
Cercopithecinae, zraven vrste Cercocebus atys [64–67]. Ta cepitev je sicer kar zanesljiva, 
kar kaže na določeno spremembo v strukturi mRNA TDP-43 iz te vrste. Ob pregledu 
poravnave ugotovimo, da bi bila postavitev v drevesu lahko posledica delecije okrog 1000 
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baznih parov dolge regije, ki je sicer prisotna pri veliki večini mRNA sesalskih ortologov 
TDP-43, vključno z ortologi iz vseh opic starega sveta.  
V poddružini Cercopithecinae pride najprej do filogenetske ločitve rodu Chlorocebus, 
nato pa še do cepitve na rod Macaca na eni strani ter rodova Papio in Cercocebus na 
drugi. To se sklada z večino podrobnejših raziskav filogenije primatov [64, 65, 67], 
nekatere študije pa so prišle do drugačnih zaključkov [66]. V poddružini Colobinae pride 
v filogenetskem drevesu ortologov mRNA TDP-43 najprej do filogenetske ločitve vrste 
Colobus angolensis, sledi vrsta Piliocolobus tephrosceles, nato se odcepi Rhinopithecus 
bieti, na koncu pa se med seboj cepita še vrsti Rhinopitheus roxellana in Trachypithecus 
francoisi. To se ne sklada z ugotovitvami raziskav [64–67], kjer navajajo, da imata rodova 
Colobus in Piliocolobus istega najbližjega skupnega prednika, torej bi se morala od 
ostalih organizmov odcepiti hkrati ter nato medsebojno ločiti. Oba organizma, ki 
pripadata rodu Rhinopithecus, bi se morala prav tako odcepiti s skupno vejo ter nato ločiti 
med sabo. Kot rečeno, glede na vrednosti ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap) teh 
vozlov, ki so pod 0,7 oziroma blizu 0,7,  razporeditev teh vej ni zelo zanesljiva, zato iz 
tako majhnih odstopanj zaključkov o evoluciji proteina ne moremo podajati.  
Pri opicah novega sveta je razporeditev rodov skladna z navedbami večine raziskav [64, 
66, 67], od nekaterih pa se razlikuje [65].  
V monofiletsko skupino Laurasiatheria spadajo žužkojedi, netopirji, sodoprsti kopitarji, 
lihoprsti kopitarji, pangolini in zveri. Zaradi hitrega in raznolikega razvoja predstavnikov 
te veje dandanes znotraj tega nadredu še ni splošno priznane filogenetske ureditve družin 
[68, 69]. Glede na drevo ortologov mRNA TDP-43 pride najprej do ločitve sodoprstih in 
lihoprstih kopitarjev od ostalih družin, nato se ločijo žužkojedi, sledijo netopirji, na koncu 
pa pride še do ločitve med pangolini in zvermi. Vrste znotraj družin so v večini primerov 
postavljene skupaj, kar kaže na zanesljivost razporeditve. Odstopanje od tega se pojavi 
pri lihoprstih kopitarjih, kjer je med izbranima vrstama v filogenetskem drevesu veja s 
sodoprstimi kopitarji. Zaradi nizkih vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. 
bootstrap) v vozliščih, kjer pride do odcepitve vrste lihoprstih kopitarjev, drevo v tem 
delu težko vrednotimo kot zanesljivo. Ker pa ne obstaja splošno priznana filogenija tega 
nadredu, pa prav tako težko komentiramo, kakšen je najbolj verjeten filogenetski odnos 
med ortologi mRNA TDP-43 pri lihoprstih in sodoprstih kopitarjih ter ostalih družinah v  
nadredu Laurasiatheria.  
Večina hipotez o evoluciji nadredu Laurasiatheria predvideva, da so se najprej od ostalih 
družin odcepili žužkojedi, medtem ko ena hipoteza na prvo mesto postavlja ločitev 
lihoprstih kopitarjev, nato pa hkratno odcepitev sodoprstih kopitarjev in žužkojedov [69]. 
Filogenetsko drevo mRNA TDP-43 je najbližje tej hipotezi, a se od nje vendarle razlikuje, 
saj prej pride do ločitve sodoprstih kopitarjev kot žužkojedov. Razlike v zaporedjih 
mRNA TDP-43 kopitarjev od ostalih vrst iz te veje iz skupne poravnave niso očitne. 
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Nizka vrednost pristopa ponovnega vzorčenja v tem vozlišču (angl. bootstrap) nakazuje 
na nezanesljivo cepitev.  
Najbolj očitna nepravilnost v drevesu se pojavi pri odcepitvi žužkojedov, med katerimi 
je prisotna vrsta Ochotona princeps – ameriška pika, ki spada med Euarchontoglires, 
natančneje pod lagomorfe. V filogenetskem drevesu bi morala biti umeščena precej 
drugače, zraven glodalcev [62]. Vzrok za tako nepravilno uvrstitev v filogenetsko drevo 
bi lahko bil delecija ali insercija večje regije, zato sem v poravnavi ortologov mRNA 
TDP-43 najprej preveril to. Res je, da je mRNA iz ameriške pike na 3' koncu precej krajši 
od mRNA večine ostalih organizmov, vendar je dolžina 3' konca pri glodalskih vrstah 
Rattus norvegicus in Dipodomys ordii zelo podobna, zato težko trdimo, da je to vzrok za 
nepravilno uvrstitev v filogenetsko drevo. Tudi na začetku se poravnava mRNA 
Ochotona princeps začne precej pozno v primerjavi z nekaterimi drugimi organizmi. Na 
podobni dolžini se začne tudi poravnava pri mRNA iz vrst Bos taurus, Erinaceus 
europeas, Ursus martimus, Vulpes vulpes, Marmota marmota marmota in Echinops 
telfairi. Pri prvih štirih izmed naštetih vrst gre za pripadnike nadredu Laurasiatheria, kar 
kaže, da bi delecija določenega dela 5'-konca mRNA lahko pripomogla k uvrstitvi 
ameriške pike v ta nadred. Vendar se vzorec pri zadnjih dveh vrstah podre – Marmota 
marmota marmota je glodalec, ki je torej precej soroden ameriški piki, Echinops telfairi 
pa je vrsta afriškega izvora (Afrotheria). Vzrok za nepravilno uvrstitev mRNA Ochotona 
princeps v drevo tako težko pripišemo kratkemu 5'-koncu. Zanimivo je veliko 
razlikovanje mRNA TDP-43 iz ameriške pike od ostalih vrst v posameznih nukleotidih, 
kar kaže na visoko stopnjo mutacij v ortologu gena TARDBP iz Ochotona princeps. 
Verjetno je to vzrok za nepravilno filogenetsko umestitev. Vzrok za visoko stopnjo 
mutacij bi bil lahko izguba funkcije proteina. Lahko bi tudi drug protein pridobil podobno 
funkcijo, s čimer bi ortolog TDP-43 dobil možnost za hitrejšo nabiranje mutacij in na ta 
način spremenil svojo funkcijo.  
Postavitev ostalih družin ter tudi vrst znotraj družin se v tem drevesu sklada z najbolj 
priznano topologijo [62].  
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Slika 3: Filogenetski odnosi sesalskih ortologov mRNA TDP-43. V drevesu so z isto barvo označene vrste, ki pripadajo isti družini. 
Ob vejah so označene vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Kjer je ta vrednost pod 0,7, ob veji ni označena.  
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4.2 Izvor človeških psevdogenov TDP-43 
Iz filogenetskega drevesa ortologov človeškega psevdogena 1 (slika 4) vidimo, da se 
razporeditev vrst znotraj družin opic starega sveta, opic novega sveta in človeku podobnih 
opic večinoma ujema s splošno privzeto filogenijo [62]. To informacijo lahko 
interpretiramo sledeče: če je psevdogen nastal pred ločitvijo določenih vrst in je v vseh  
teh vrstah torej prisoten psevdogen istega izvora, bodo razlike v tem psevdogenu pri 
različnih vrstah posledica evolucije vrst in filogenija psevdogena bo enaka kot filogenija 
vrst. Zato lahko iz drevesa ortologov človeškega psevdogena 1 sklepamo, da je psevdogen 
nastal pred ločitvijo družin opic novega sveta ter opic starega sveta in človeku podobnih 
opic. To se sklada z ugotovitvijo Ohshima in sod., da naj bi večina človeških procesiranih 
psevdogenov nastala po filogenetski ločitvi nartničarjev od ostalih primatov [70, 71].  
 
Slika 4: Filogenetski odnosi ortologov človeškega psevdogena 1 TDP-43 iz nekaterih sesalcev. Filogenetski odnosi se s privzeto 
filogenijo vrst ujemajo pri človeku podobnih opicah, opicah starega sveta, pri večini opic novega sveta ter pri nartničarjih, medtem 
ko se pri človeku filogenetsko bolj oddaljenih vrstah ne ujemajo. S skupno interpretacijo tega drevesa, skupnega drevesa sesalskih 
ortologov vseh človeških psevdogenov ter poravnavo zaporedji sesalskih ortologov vseh človeških psevdogenov sklepamo na 
nastanek psevdogena 1 pred filogenetsko ločitvijo opic novega sveta. S puščico je na sliki označeno verjetno mesto nastanka. Ob 
vejah so označene vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Kjer je ta vrednost nižja od 0,7, ob veji ni označena. 
Zanimiva je pozicija psevdogena iz vrste Pithecia pithecia, ki sicer spada pod opice 
novega sveta. V drevesu ortologov človeškega psevdogena 1 je postavljen izven te 
skupine, kar kaže na drug izvor. To hipotezo potrjuje tudi pozicija v skupnem drevesu 
vseh psevdogenov (slika 5), kjer je psevdogen, označen kot 
Pithecia_pithecia_psevdogen_1, postavljen zraven ortologov psevdogena 3 iz opic 
novega sveta. To bi lahko pomenilo, da ta psevdogen izvira iz psevdogena 3 [72]. Tudi iz 
poravnave sesalskih ortologov psevdogena 1 (slika 6) je razvidno, da je začetni 101 bazni 
par, značilen za človeški psevdogen 1, ohranjen pri vseh človeku podobnih opicah ter 
opicah starega in novega sveta, medtem ko pri psevdogenu iz vrste Pithecia pithecia ta 
del ni ohranjen. Psevdogen 1 se je pri tej vrsti verjetno izgubil, saj so poravnave vseh 
zadetkov iz te vrste s človeškim psevdogenom 1 precej slabe in nobena ne poteka po 
celotni dolžini človeškega psevdogena. 
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Slika 5: Evolucijski odnosi sesalskih ortologov vseh človeških psevdogenov TDP-43. Na drevesu so z isto barvo označeni možni 
ortologi posameznega človeškega psevdogena ter psevdogeni z drugim izvorom. Ob vejah so označene vrednosti pristopa ponovnega 
vzorčenja (angl. bootstrap). Kjer je ta vrednost nižja od 0,7, ob veji ni označena. S puščico je na sliki označena vrsta Carlito syrichta, 
ki spada med nartničarje. Iz drevesa je razvidno, da izbran psevdogen iz tega organizma ni soroden nobenemu izmed človeških 
psevdogenov TDP-43, saj ni postavljen v nobeno izmed skupin ortologov človeških psevdogenov.  
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Slika 6: Poravnava 5'-končne regije sesalskih ortologov človeškega psevdogena 1. Iz slike razberemo, da je začetni del sesalskega 
zaporedja psevdogena 1 ohranjen pri človeku podobnih opicah ter opicah starega in novega sveta, kar kaže na skupni izvor. Izjema je 
vrsta Pithecia pithecia, ki spada med opice novega sveta. Tu začetni del zaporedja ni ohranjen.  
Če bi sklepali le po filogenetskem drevesu sesalskih ortologov človeškega psevdogena 1 
(slika 4), bi lahko tudi trdili, da je mogoče psevdogen 1 ohranjen še pri nartničarjih. Poleg 
tega je isti psevdogen iz nartničarjev podobno postavljen tudi v drevesih psevdogenov 2 
in 3, kar bi lahko pomenilo tudi skupni izvor s katerimkoli izmed teh psevdogenov. 
Vendar je iz skupnega filogenetskega drevesa vseh psevdogenov (slika 5) razvidno, da 
psevdogen pri nartničarjih zelo verjetno ni soroden nobenemu izmed uporabljenih 
človeških psevdogenov, saj se iz drevesa odcepi samostojno in ni postavljen v nobeno 
izmed skupin človeških psevdogenov (označeno s puščico na sliki 5) [72]. 
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Slika 7: Filogenetski odnosi ortologov človeškega psevdogena 2 TDP-43. Filogenetski odnosi psevdogenov se ujemajo s privzeto 
filogenijo vrst pri človeku podobnih opicah, opicah starega sveta, opicah novega sveta in nartničarjih. S pomočjo skupnega drevesa 
vseh psevdogenov in poravnave sesalskih ortologov človeškega psevdogena 2 lahko ugotovimo, da je verjetno psevdogen 2 nastal 
pred filogenetsko odcepitvijo opic novega sveta. S puščico je na sliki označeno najverjetnejše mesto nastanka tega psevdogena. Ob 
vejah so označene vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Kjer je ta vrednost nižja od  0,7, ob veji ni označena. 
Drevo sesalskih ortologov človeškega psevdovena 2 TDP-43 (slika 7) kaže na 
ohranjenost tega psevdogena tako pri opicah starega sveta in človeku podobnih opicah, 
kot tudi pri opicah novega sveta. Tudi v skupnem drevesu ortologov vseh izbranih 
človeških psevdogenov se pozicija vrst iz družin človeku podobnih opic, opic starega 
sveta in opic novega sveta ujema s splošno priznanimi filogenetskimi odnosi vrst [62]. 
To dodatno podkrepi možnost, da bi tudi psevdogen 2 lahko nastal pred filogenetsko 
ločitvijo opic novega sveta [70]. Če pogledamo poravnave možnih ortologov psevdogena 
2 iz opic novega sveta s človeškim psevdogenom 2 (slika 8), vidimo, da sta prva 102 
bazna para poravnana v vseh primerih, kar tudi nakazuje na isto mesto insercije v genomu 
in posledično isti izvor. 
Človeški psevdogen 3 je prav tako ohranjen pri opicah starega sveta in človeku podobnih 
opicah, saj se filogenetski odnosi v drevesu možnih ortologov psevdogena 3 (slika 9) v 
tem delu dobro ujemajo s filogenijo vrst [62]. Iz tega drevesa, kot tudi iz skupnega drevesa 
psevdogenov, lahko razberemo, da sta med psevdogeni opic novega sveta človeškemu 
psevdogenu 3 bolj sorodni izbrani zaporedji iz vrst Saimiri boliviensis in Cebus capucinus 
[73]. V isto skupino je v skupnem drevesu postavljen tudi psevdogen iz vrste Pithecia 
pithecia, ki je označen kot ortolog psevdogena 1 (slika 5). To bi lahko pomenilo, da je 
psevdogen 3 nastal pred filogenetsko cepitvijo na opice novega sveta ter opice starega 
sveta in človeku podobne opice, Pithecia_pithecia_psevdogen_1 pa je v bistvu ortolog 
človeškega psevdogena 3. Človeški psevdogen 1 za razliko od psevdogena 3 vsebuje 
ekson 4. Noben izmed teh dveh psevdogenov pri človeku ne vsebuje repetitivnih sekvenc. 
Te so prisotne le pri psevdogenih 2 in 8 (slika 2). V primeru nastanka pred to filogenetsko 
cepitvijo bi se moral psevdogen 3 pri opici novega sveta Aotus nancymaae izgubiti, saj v 
skupnem drevesu ni prisoten v skupini ortologov psevdogena 3 (slika 5).  
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Slika 8: Poravnava 5'-končne regije sesalskih ortologov človeškega psevdogena 2 TDP-43. Iz poravnave je razvidno, da sta prva 
102 bazna para ohranjena pri vseh opicah starega in novega sveta ter človeku podobnih opicah, kar kaže na isti izvor psevdogenov.  
Psevdogena iz vrst Pithecia pithecia in Aotus nancymaae, označena kot ortologa 
psevdogena 3, se v skupnem drevesu razporedita v skupino ortologov psevdogena 2. 
Naslednje poravnave možnih psevdogenov v teh dveh vrstah s človeškim psevdogenom 
3 pa so nekoliko slabše kvalitete. So krajše in imajo nižji odstotek identičnosti. Nobena 
poravnava izbrane sekvence iz opic novega sveta s človeškim psevdogenom 3 se sicer ne 
začne in konča na začetku oziroma koncu človeškega psevdogena 3 (slika 10), kar bi 
lahko kazalo na drug izvor. Poleg tega vsa izbrana zaporedja vsebujejo tudi ekson 4. 
Lahko bi sicer kasneje prišlo do izreza tega psevdogena in prestavitve na drugo mesto v 
genomu, ob tem pa še do delecije eksona 4. Vendar se zdi bolj verjetno, da gre za 
zaporedja drugega izvora kot človeški psevdogen 3, ta pa je nastal po filogenetski ločitvi 
opic novega sveta.  
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Slika 9: Filogenetski odnosi možnih ortologov človeškega psevdogena 3 TDP-43. Filogenetski odnosi psevdogenov v drevesu se 
ujemajo s splošno priznano filogenijo vrst pri človeku podobnih opicah in opicah starega sveta. S skupno interpretacijo tega drevesa, 
poravnave sekvenc ortologov psevdogena 3 ter skupnega drevesa ortologov vseh človeških psevdogenov TDP-43 ugotovimo, da bi 
lahko psevdogen 3 nastal pred filogenetsko ločitvijo opic starega sveta (mesto nastanka je na sliki označeno s puščico). Ob vejah so 
označene vrednosti pristopa ponovnega vzorčenja (angl. bootstrap). Kjer je ta vrednost nižja od 0,7, ob veji ni označena. 
Iz drevesa ortologov človeškega psevdogena 8 (slika 11) lahko sklepamo, da je ta 
psevdogen prav tako nastal pred ločitvijo na opice starega sveta in človeku podobne 
opice. Zanimivo pa je, da se je psevdogen 8 pri dveh človeku podobnih opicah, Pongo 
abelii in Hylobates moloch, izgubil. To je razvidno že iz samega iskanja s programom 
Blast, saj ob iskanju s človeškim psevdogenom 8 po genomih teh dveh organizmov 
dobimo poleg ortologa gena TARDBP le zadetke, ki so homologni ostalim človeškim 
psevdogenom. Iz skupnega drevesa je jasno, da gre pri najboljšem zadetku izmed 
psevdogenov v teh dveh primerih za ortologa človeškega psevdogena 3. Psevdogena sta 
v drevesu označena kot Pongo_abelii_psevdogen_38 in 
Hylobates_moloch_psevdogen_38.  
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Slika 10: Poravnava 5'-končne regije sesalskih ortologov človeškega psevdogena 3. Iz poravnave razberemo, da je začetni del 
sesalskega zaporedja ohranjen le pri opicah starega sveta in človeku podobnih opicah, kar nakazuje na isto mesto insercije v genom 
in isti izvor teh psevdogenov. Pri opicah novega sveta in filogenetsko oddaljenejših vrstah se zdi bolj verjetno, da imajo psevdogeni 
drug izvor.   
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Tako iz drevesa ortologov psevdogena 8 (slika 11), kot tudi iz skupnega drevesa 
ortologov vseh človeških psevdogenov TDP-43 (slika 5), težko sklepamo o nastanku 
psevdogena 8 pred filogenetsko ločitvijo opic novega sveta. Izmed psevdogenov iz opic 
novega sveta je v skupino možnih ortologov psevdogena 8 v skupnem drevesu postavljen 
le psevdogen iz vrste Aotus nancymaae. Možnost, da bi se v vseh ostalih opicah novega 
sveta psevdogen 8 izgubil, je precej majhna, posebej zato, ker je vrsta Aotus nancymaae 
filogenetsko gledano med vrstami Pithecia pithecia ter Cebus capucinus in Saimiri 
boliviensis (odcepila se je za vrsto Pithecia pithecia in pred ostalima dvema) [62]. Možno 
bi bilo, da sem za konstrukcijo drevesa le izbral napačne psevdogene in da je sicer 
psevdogen 8 v teh organizmih ohranjen. Poravnava psevdogena iz Aotus nancymaae s 
človeškim psevdogenom 8 sicer poteka od začetka do konca, ne vsebuje pa insercij, 
značilnih za človeški psevdogen (slika 14). Zanimivo je, da psevdogen iz Aotus 
nancymaae vsebuje insercijo Alu na identičnem mestu kot nekateri ortologi psevdogena 
8 iz opic starega sveta, vendar ob podrobnejši analizi s spletnim programom Dfam 
vidimo, da gre za drugo družino insercije Alu (slika 12). Insercija na istem mestu bi lahko 
torej bila golo naključje, možno pa je tudi, da je prepoznava družine Alu s programom 
Dfam napačna in to zaporedje spada v isto družino kot insercije pri opicah starega sveta. 
V tem primeru bi se morala ta insercija v predniški psevdogen 8 vstaviti pred filogenetsko 
ločitvijo opic novega sveta, nato pa pri človeku podobnih opicah izgubiti.  
 
Slika 11: Filogenetski odnosi ortologov človeškega psevdogena 8 TDP-43. Pri vrstah Pongo abelii in Hylobates moloch psevdogen 
8 ni ohranjen, pri ostalih človeku podobnih opicah in opicah starega sveta pa je. Psevdogeni iz opic novega sveta v tem drevesu so, 
razen v primeru Aotus nancymaae, ortologi človeškega psevdogena 3 in (v primeru Pithecia pithecia) psevdogena 2. Tudi s pomočjo 
filogenetskega drevesa vseh psevdogenov ter pregledom poravnave ortologov človeškega psevdogena 8 težko določimo, ali je do 
nastanka psevdogena 8 prišlo pred ali po evolucijski ločitvi opic novega sveta. Ob vejah so označene vrednosti pristopa ponovnega 
vzorčenja (angl. bootstrap). Kjer je ta vrednost nižja od 0,7, ob veji ni označena. 
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Slika 12: 3'-končni del poravnave ortologov človeškega psevdogena 8 TDP-43 iz opice novega sveta Aotus nancymaae in opic 
starega sveta Macaca mulatta, Papio anubis in Cercocebus atys. Na sliki je z rdečo označena insercija Alu pri Aotus nancymaae 
(AluSc8), z modro pa sta označeni istosmerni končni ponovitvi. Pri opicah starega sveta opazimo na istem mestu zelo podobno 
zaporedje, ki pa ga program Dfam uvrsti v drugo družino  insercij Alu (AluYf1). Glede na veliko podobnost teh dveh Alu družin bi 
lahko šlo tudi za napako v kategorizaciji in v resnici vse insercije v tej poravnavi spadajo v isto družino. 
Postavitev psevdogena iz vrste Aotus nancymaae na tako mesto v drevesu ortologov 
psevdogena 8 bi bila sicer tudi v primeru drugega izvora precej logična, saj bi nastal z 
retrotranspozicijo ortologa gena TARDBP pri opicah novega sveta, ki se bistveno ne 
razlikuje od ortologov gena TARDBP pri drugih primatih. Če bi psevdogen nastal v 
zgodnji fazi po ločitvi opic novega sveta od preostalih primatov, bi imel podobno količino 
časa za nabiranje mutacij kot v primeru nastanka tik pred ločitvijo opic novega sveta in 
pozicija v drevesu bi lahko bila podobna. Podobno bi lahko razlagali tudi »navidezno 
sorodnost« psevdogenov iz opic novega sveta v primeru psevdogena 3.  
Glede na mesto v skupnem drevesu ortologov vseh človeških psevdogenov TDP-43 (slika 
5), kjer pride do odcepa ortologov posameznega psevdogena, lahko sklepamo tudi na 
časovno zaporedje njihovega nastanka, podobno kot pri filogenetski ločitvi vrst [73, 74]. 
Psevdogen 1 je verjetno nastal najprej, saj v drevesu najprej pride do filogenetske ločitve 
te skupine. Zaradi zgodnjega nastanka so ortologi psevdogena 1 nabrali največ mutacij v 
primerjavi z ostalimi psevdogeni, zato so med vsemi ortologi človeških psevdogenov 
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filogenetsko najbolj oddaljeni. Nato je verjetno prišlo do nastanka psevdogena 8, sledila 
pa sta še psevdogena 2 in 3. V tem primeru bi moral ob predpostavki, da je psevdogen 2 
nastal pred filogenetsko ločitvijo opic novega sveta, pred njihovo odcepitvijo nastati tudi 
psevdogen 8.  
Iz poravnav, ki jih dobimo s programom Blast, lahko časovno umestimo še nastanek 
insercij, ki so prisotne pri nekaterih človeških psevdogenih. V človeškem psevdogenu 2 
sta v regiji, ki izvira iz eksona 6, prisotni zaporedji L1PA5_3end (družina LINE-1) in 
AluSg4 (družina Alu). Ti dve inserciji sta prisotni tako pri vseh ortologih psevdogena 2 
iz opic starega sveta, kot tudi pri ortologih psevdogena 2 iz človeku podobnih opic. V 
nobenem izmed zaporedji, ki sem jih izbral kot možne ortologe psevdogena 2 iz opic 
novega sveta, se te insercije ne pojavljajo. To lahko pomeni drug izvor psevdogenov v tej 
družini, lahko pa bi bil izvor isti in so se insercije v zaporedje vstavile kasneje v evoluciji. 
Prav tako psevdogeni v opicah novega sveta vsebujejo še druge insercije, ki niso prisotne 
pri opicah starega sveta in človeku podobnih opicah (slika 13).  
 
Slika 13: Shematska predstavitev strukture človeškega psevdogena 2 TDP-43 in njegovih ortologov iz človeku podobnih opic 
ter opic starega in novega sveta. a) Struktura človeškega psevdogena 2. b) Struktura ortologov psevdogena 2 iz opic starega sveta 
in človeku podobnih opic. c) Struktura ortologa psevdogena 2 iz vrste Cebus capucinus. d) Struktura ortologa psevdogena 2 iz vrst 
Saimiri boliviensis in Pithecia pithecia. e) Struktura ortologa psevdogena 2 iz vrste Aotus nancymaae. 
Pri človeškem psevdogenu 8 so prisotne tri repetitivne sekvence: L1A6_3end v regiji, ki 
izvira iz eksona 6, ter AluSc8 in AluSp v 3'-UTR regiji. Enake insercije so prisotne pri 
vseh ortologih psevdogena 8 iz človeku podobnih opic, pri opicah starega sveta pa manjka 
zaporedje AluSc8. Do te insercije je torej prišlo po ločitvi opic starega sveta in človeku 
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podobnih opic. Poleg tega je v opicah starega sveta pri ortologih psevdogena 8 prisoten 
še element AluY, ki ga pri človeku podobnih opicah ni. Pri opicah novega sveta ni 
nobenih insercij na mestih, kjer so prisotne pri človeku (slika 14). Tudi pri tem 
psevdogenu bi lahko torej prišlo do vstavitve insercij kasneje, lahko pa gre pri opicah 
novega sveta za popolnoma drug izvor psevdogenov.  
 
Slika 14: Shematska predstavitev strukture človeškega psevdogena 8 TDP-43 in njegovih ortologov pri človeku podobnih 
opicah ter opicah starega in novega sveta. a) Struktura človeškega psevdogena 8. b) Struktura ortologov psevdogena 8 pri človeku 
podobnih opicah. c) Struktura ortologov psevdogena 8 pri opicah starega sveta. d) Struktura ortologov psevdogena 8 pri opici novega 
sveta Aotus nancymaae.  
 29 
 
5 Zaključek  
V okviru diplomske naloge smo razložili evolucijske odnose sesalskih ortologov TDP-43 
ter časovno umestili nastanek pri človeku prisotnih psevdogenov TDP-43. Filogenija vrst 
se večinoma ujema z evolucijo mRNA TDP-43, kar potrjuje našo hipotezo. Do največjega 
odstopanja pride pri vrsti Ochotona princeps, kjer v poravnavi opazimo veliko količino 
neujemanj. To kaže na povišano stopnjo mutacij, iz česar bi lahko sklepali na izgubo ali 
spremembo funkcije TDP-43 v tem organizmu.  
Iz analize sesalskih psevdogenov lahko sklepamo, da so vsi človeški psevdogeni nastali 
po evolucijskem odcepu nartničarjev. To se sklada z našo hipotezo. Nastanek psevdogena 
1 lahko z veliko verjetnostjo umestimo pred filogenetsko ločitev opic novega sveta. Za 
psevdogena 2 lahko trdimo podobno, medtem ko se pri psevdogenih 3 in 8 zdi bolj 
verjetno, da sta nastala po odcepu opic novega sveta. Glede na skupno drevo ortologov 
vseh izbranih človeških psevdogenov bi lahko sklepali, da je najprej nastal psevdogen 1, 
nato psevdogen 8, kasneje pa še psevdogena 2 in 3. Ob predpostavki, da je psevdogen 2 
nastal pred filogenetsko ločitvijo opic novega sveta, bi morali v primeru tega zaporedja 
nastanka psevdogenov to trditi tudi za psevdogen 8.  
Insercije, ki so prisotne v psevdogenih 2 in 8, so se večinoma pojavile pred ločitvijo 
človeku podobnih opic in opic starega sveta, le zaporedje AluSc8 se je v človeški 
psevdogen 8 vstavilo pri človeku podobnih opicah po filogenetski ločitvi opic starega 
sveta.  
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